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The research was conducted to find out the effect of Zn supplement to immune status of premenopausal women
intervented with isoflavoned drinking. Respondents were 22 women, more than 40 year of age. They were divided into two
groups, i.e. 11 women intervented with isoflavone, and other 11 women intervented with isoflavone and 8 mg Zn. The
activities of SOD, catalase and GPX were determined by spectrophotometer, thymulin levels by ELISA, whereas Zn levels
by AAS. Result showed that Zn had significantly increased SOD lymphocyte activities (p=0.002) and thymulin plasma
(p=0.011). Zn had increased catalase (p=0.103) and GPX (p=0.322) as well, but Zn plasma had decreased (0.163). It was
indicated that Zn had improved the immune status by increasing lymphocyte and thymus cells activities.
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PENDAHULUAN
Peningkatan usia akan disertai dengan penurunan status
imun. Penurunan status imun ini terutama terjadi pada sistem
imun yang diperantarai oleh sel T (Subowo 1993). Menurut
Roitt (1991) indikator status imun yang diperantarai sel T
antara lain: titer antibodi, kadar hormon timus, aktivitas enzim
antioksidan seluler, aktivitas sel imunokompeten, dan kadar
molekul terlarut yang dihasilkan.
Meydani et al. (1995) menyatakan bahwa makin tinggi usia,
maka terbentuknya radikal bebas juga meningkat. Radikal
bebas merupakan oksidan yang sangat reaktif untuk
menyerang komponen seluler (Wijaya 1996; Lampe 1999).
Serangan radikal bebas pada komponen membran sel,
ditunjukkan oleh rendahnya aktivitas enzim antioksidan
(Wijaya 1996; Zakaria  et al. 2000). Antioksidan yang
dikonsumsi dalam jumlah tertentu dapat menurunkan resiko
penyakit kardiovaskuler, meningkatkan status imun, dan
menghambat timbulnya penyakit degeneratif akibat penuaan
(Meydani 2000).
Ada dua kelompok antioksidan, yaitu antioksidan non
enzimatis dan enzimatis. Isoflavon, merupakan salah satu
komponen fitoestrogen yang berperan sebagai antioksidan
non enzimatis. Beberapa peneliti melaporkan potensi
antioksidatif isoflavon. Bub et al. (2000) melaporkan bahwa
aktivitas Superoksida Dismutase (SOD) eritrosit pada kaum
pria meningkat setelah minum jus tomat selama seminggu.
Peningkatan SOD tersebut dilaporkan karena isoflavon tomat
(yang disebut likopen) dapat menghambat reaksi oksidasi.
Swain et al. (2002) juga melaporkan bahwa suplementasi
isoflavon dalam bentuk kedelai sebanyak 40 g/hari selama 24
minggu, mampu melindungi wanita primenopause dari stres
oksidatif yang ditunjukkan oleh meningkatnya status
antioksidan plasma. Suplementasi isoflavon genistein pada
tikus sebanyak 598 mg/kg pakan selama empat minggu juga
meningkatkan aktivitas SOD (Chen et al. 2002). Kerja isoflavon
kedelai sebagai antioksidan terjadi dengan cara menangkap
radikal ion superoksida dan kemudian mengubahnya menjadi
H2O2 (Vedavanam et al. 1999). Pada awalnya isoflavon
teroksidasi menjadi radikal isoflavon, namun segera berubah
menjadi senyawa stabil setelah bereaksi dengan radikal
isoflavon lain. Zakaria et al. (2000) menyatakan bahwa
indikator status imun yang baik dapat diamati dengan
tingginya aktivitas enzim antioksidan yang disertai dengan
menurunnya kadar Malondialdehide (MDA) plasma.
Limfosit merupakan sel imunokompeten yang sangat
rentan terhadap serangan radikal bebas. Hal ini terjadi karena
membran selnya tersusun atas fosfolipid dan glikolipid, yang
banyak mengandung asam lemak tak jenuh ganda (Wijaya
1996). Oleh sebab itu sel limfosit perlu dipertahankan dengan
substansi yang bersifat antioksidatif, yaitu isoflavon kedelai
dan Zn.
Limfosit adalah sel imunokompeten yang diaktivasi Zn.
Status Zn yang memadai berperan untuk maturasi dan
diferensiasi sel T (Rink & Kirchner 2000), aktivasi enzim SOD
dan hormon timulin. Timulin adalah hormon kelenjar timus,
yang juga berfungsi untuk maturasi limfosit T (Dardenne  et
al. 1982). McDade et al. (2001) menyatakan bahwa kelenjar
timus mengalami atrofi dengan meningkatnya umur seseorang,
dan sebagai akibatnya sekresi timulin menurun. Keadaan
demikian menyebabkan terganggunya sistem imun,
neuroendokrin, reproduksi dan perkembangan sistem syaraf
pusat (Chein 2002).
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Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
suplementasi Zn terhadap status imun wanita premenopause
yang diberi minuman berisoflavon kedelai. Untuk mengetahui
kerentanan sel limfosit terhadap serangan radikal bebas, maka
dilakukan uji aktivitas enzim antioksidan SOD, katalase, dan
glutation peroksidase (GPX) limfosit. Selain itu juga dilakukan
analisis kadar timulin dan Zn plasma. Hasil penelitian ini dapat
memperjelas manfaat suplemen Zn (disamping isoflavon) yang
sangat penting terutama untuk meningkatkan fungsi sistem
imun wanita premenopause.
BAHAN  DAN  METODE
Bahan minuman terdiri atas isoflavon kedelai (konsentrat
tepung kedelai mengandung 10% isoflavon dari SoyLife Extra
Orffa Belgium), Zn sulfat (Merck), aspartam, sukrosa, bubuk
cokelat, dan susu skim. Berbagai bahan kimia untuk pereaksi,
serta enzim standar juga digunakan dalam penelitian ini.
Responden terpilih harus memenuhi beberapa persyaratan
seperti: umur di atas 40 tahun, siklus haid rutin setiap bulan
(tanpa melihat panjang pendeknya siklus maupun volume
darah haid), merasakan adanya sindrom menopause, tidak
menggunakan KB hormonal setahun terakhir, sehat menurut
hasil pemeriksaan dokter, sukarela mengikuti jalannya
penelitian, dan bersedia menandatangani informed consent.
Jumlah responden sebanyak 22 wanita, dibagi ke dalam dua
kelompok. Kelompok A sebanyak 11 orang diberi minuman
berisoflavon sebagai kontrol, dan kelompok B sebanyak 11
orang diberi minuman berisoflavon dan 8 mg Zn setiap hari
selama dua bulan. Semua responden berdomisili di wilayah
Purwokerto.
Pengambilan sampel darah dilakukan tiga kali yaitu sebelum
suplementasi, kemudian satu dan dua bulan setelah
suplementasi. Sebanyak 10 ml darah diambil intravena, dengan
venoject berheparin, dilanjutkan dengan separasi bagian
plasma dan limfositnya. Dari bagian limfosit, dilakukan uji
aktivitas SOD, katalase, dan GPX, sedangkan dari bagian
plasma dilakukan analisis kadar timulin dan Zn. Aktivitas SOD,
katalase dan GPX limfosit ditentukan dengan
spektrofotometer (Davis et al. 2000; Castenmiller et al. 1999),
sedangkan kadar timulin dengan ELISA (Winarsi et al. 2004a),
dan Zn plasma dengan AAS (Kenawy et al. 2000).
HASIL
Aktivitas Enzim Superoksida Dismutase (SOD) Limfosit.
Sebelum dilakukan suplementasi, aktivitas SOD kelompok
kontrol tidak berbeda dengan kelompok perlakuan (p=0.76).
Demikian pula setelah satu bulan suplementasi (p=0.59).
Namun setelah dua bulan suplementasi, ternyata aktivitas SOD
meningkat (p=0.002) dari 416.28 unit/mg menjadi 1381.95 unit/mg
protein limfosit (Gambar 1).
Aktivitas Enzim Katalase Limfosit. Saat baseline,
aktivitas katalase pada dua kelompok perlakuan tidak berbeda.
Namun setelah satu dan dua bulan suplementasi, aktivitas
katalase meningkat tetapi tidak nyata  (p= 0.16 dan p= 0.103).
Setelah berakhirnya suplementasi, aktivitas katalase kelompok
kontrol adalah 38.02 UI/mg sedangkan kelompok yang
mendapat suplementasi Zn adalah 75.61 UI/mg protein limfosit
(Gambar 2).
Aktivitas Enzim Glutation Peroksidase (GPX). Sebelum
dilakukan suplementasi, aktivitas GPX tidak berbeda di antara
perlakuan (p=0.89). Setelah satu bulan suplementasi
aktivitasnya menurun tetapi tidak nyata (p=0.06). Setelah dua
bulan suplementasi, aktivitasnya meningkat tetapi juga
tidak nyata (p= 0.322). Aktivitas kelompok kontrol 3.26 x
10-3 µmol/mg, sedangkan kelompok yang mendapat
suplementasi Zn adalah 6.2 x 10-3 µmol/mg protein limfosit
(Gambar 3).
Kadar Timulin Plasma. Sebelum dilakukan suplementasi,
kadar timulin kedua kelompok tidak berbeda (p=0.06). Demikian
pula setelah satu bulan suplementasi, kadar timulin meningkat
tetapi tidak nyata (p=0.103). Namun setelah dua bulan
suplementasi, kadar timulin meningkat nyata (p=0.011).
Kadar timulin kelompok kontrol besarnya  0.028 µg/mg,
sedangkan kelompok yang mendapat suplementasi Zn
sebesar 0.44 µg/mg protein plasma (Gambar 4).
Kadar Zn Plasma. Pada saat baseline, kadar Zn plasma
kedua kelompok perlakuan tidak menunjukkan perbedaan
(p=0.63). Setelah  satu bulan  suplementasi, juga tidak berbeda
(p=0.26). Demikian pula setelah dua bulan suplementasi, kadar
Zn plasma nampak menurun tetapi tidak nyata (p=0.163). Kadar
Zn kelompok kontrol adalah  41.65 µmol/l, sedangkan kelompok
yang mendapat suplementasi Zn adalah 25.15 µmol/l (Gambar 5).
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Gambar 1. Efek suplementasi Zn terhadap aktivitas SOD.
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Gambar 2. Efek suplementasi Zn terhadap aktivitas katalase.
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PEMBAHASAN
Suplementasi Zn ternyata mampu menginduksi sel limfosit,
yang diketahui dengan meningkatnya aktivitas SOD limfosit.
Dardenne et al. (1982) melaporkan bahwa aktivitas enzim
antioksidan SOD sangat bergantung pada status Zn. Peran
Zn pada aktivitas enzim SOD diduga dengan cara menstimulir
semua jenis sel limfosit T (Tanaka et al. 1989). Dengan
terstimulirnya limfosit T, memungkinkan  sel T  berproliferasi
dan berdiferensiasi (Rink & Kirchner 2000), yang akhirnya
dapat memacu aktivitas enzim selulernya.
Enzim SOD dalam sitosol berbentuk CuZn-SOD, aktif pada
lisosom dan di antara membran mitokondria. Katalitik enzim
tersebut diperankan oleh ion Cu yang terletak pada sisi aktif,
sedangkan Zn diperlukan untuk menstabilkan enzim (Bodwell
& Erdman 1988). Kestabilan enzim oleh Zn akan meningkatkan
aktivitas enzim seluler tersebut (Gambar 1).
SOD terdapat pada semua organisme aerob dan hampir
semua komponen subseluler yang mampu membentuk oksigen
teraktivasi, karenanya SOD berperan penting dalam sistem
pertahanan terhadap serangan stres oksidatif (Scandialis
1993). Isoflavon dan Zn diduga bersifat sinergis dalam
meningkatkan aktivitas SOD. Dugaan tersebut memperkuat
temuan Afanas’av et al. (1989) bahwa interaksi senyawa
flavonoid (rutin dan quersetin) dan ion Zn memiliki tambahan
satu pusat radical  scavenging  sehingga efek antioksidannya
makin kuat.
Wijaya (1996) menyatakan bahwa aktivitas enzim katalase
diinduksi oleh Fe. Asupan Fe yang memadai mampu
menginduksi aktivitas katalase. Sementara Dawson-Hughes
et al. (1986) berpendapat bahwa asupan Zn dalam jumlah
tertentu akan bersifat kompetitif terhadap Fe. Suplementasi
Zn pada responden diduga berinteraksi negatif terhadap
absorpsi Fe, sehingga menekan status Fe. Rendahnya status
Fe tubuh berdampak negatif pada aktivitas enzim katalase
(Gambar 2).
Menurut Miller dan Strittmatter (1992), Zn  sangat penting
untuk perkembangan dan berfungsinya sel limfoid, dalam hal
ini didominasi oleh sel T yang berada di dalam maupun di luar
kelenjar timus. Sel T merupakan bagian limfosit, oleh sebab
itu dengan terstimulirnya sel T, maka sel limfosit secara
keseluruhan juga terstimulir untuk berfungsi dengan baik. Hal
ini terlihat pada aktivitas enzim selulernya (Gambar 3). Mineral
yang berperan langsung pada aktivitas glutation peroksidase
adalah selenium (Se). Sampai saat ini belum ada laporan adanya
kompetisi antara Zn dengan absorpsi Se. Meskipun demikian
Spencer et al. (1994) melaporkan bahwa suplementasi Zn,
bersifat kompetitif terhadap absorpsi mineral-mineral imunitas
seperti Cu, Fe, dan Mg. Suplementasi Zn juga diduga bersifat
kompetitif terhadap Se, karena kemiripan peran mineral-mineral
tersebut dalam metaloenzim, sehingga suplementasi kurang
mampu menginduksi kerja enzim GPX.
Ketergantungan aktivitas timulin pada Zn dilaporkan oleh
Prasad et al. (1988) bahwa aktivitas hormon tersebut menurun
ketika tubuh mengalami defisiensi Zn. Penurunan kadar timulin
juga terjadi pada pasien leukemia limfoblastik akut, yang
diketahui karena defisiensi Zn (Mocchegiani et al. 1994).
Aktivitas hormon timus tertinggi dilaporkan Lewis et al.
(1978), terjadi pada usia 15-30 tahun, yaitu sebesar 15.3 ng/ml
plasma sebagai hormon timopoietin, tetapi kemudian menurun
seiring dengan meningkatnya usia.
Peran isoflavon pada aktivitas timulin diduga dengan cara
melindungi sel-sel timus dari serangan oksidan, sehingga
keutuhan sel akan terjaga, sementara Zn berfungsi dalam
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Gambar 3. Efek suplementasi Zn terhadap aktivitas GPX.
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Gambar 4. Efek suplementasi Zn terhadap kadar timulin.
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Gambar 5. Efek suplementasi Zn terhadap kadar Zn plasma.
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maturasi, diferensiasi dan aktivasi sel-sel tersebut (Rink &
Kirchner 2000). Sinergisme isoflavon dan Zn memacu sel-sel
timus berfungsi dengan baik, yang ditunjukkan oleh aktivitas
hormonnya.
Timulin merupakan hormon yang disekresikan oleh kelenjar
timus. Hormon tersebut berfungsi sebagai pengendali sistem
imun secara umum. Peningkatan aktivitas timulin (Gambar 4)
membuktikan bahwa gangguan sistem imun wanita
premenopause sebagai akibat atrofinya kelenjar timus dapat
diperbaiki dengan minuman berisoflavon yang disuplementasi
dengan Zn.
Wada (1985) berpendapat bahwa status Zn dipengaruhi
oleh asupan Zn dari makanan. Demikian pula beberapa
komponen penyusun makanan lainnya seperti Fe, protein,
serat pangan, dan fitat, juga mempengaruhi status Zn
(Dawson-Hughes et al. 1986; Sandstrom & Sandberg 1992).
Kandungan Zn dalam makanan akan berpengaruh pada
absorpsi Zn. Coppen dan Davies (1987) serta Sandstrom dan
Cederblad (1980) melaporkan bahwa semakin tinggi asupan
Zn akan menurunkan banyaknya Zn yang terserap.
Menurunnya absorpsi Zn sebagai akibat dosis pemberian Zn
yang lebih tinggi, dilaporkan terjadi karena kejenuhan pada
mekanisme transport. Steel dan Cousins (1985) juga
menyatakan bahwa absorpsi Zn juga dipengaruhi oleh
komponen carrier (pembawa) dan proses difusi. Banyaknya
Zn yang terserap akan meningkat secara linier hingga kadar
lebih tinggi, namun setelah mencapai proses difusi,
banyaknya Zn terserap akan konsisten.
Tingginya angka kecukupan asupan Fe responden
(Winarsi et al. 2004b), diduga berefek negatif pada status Zn.
Disamping itu, ada kemungkinan Zn dikelat oleh fitat dari
bahan makanan asupan, karena diketahui asupan responden
banyak berasal dari bahan nabati yang umumnya banyak
mengandung serat. Faktor-faktor tersebut secara sinergis
berakibat pada penurunan kadar Zn plasma (Gambar 5).
Lain lagi dengan pendapat Hambidge et al. (1989), bahwa
kadar Zn plasma sangat fluktuatif, bergantung pada jenis
asupan makanan, waktu makan, dan banyaknya makanan.
Setelah makan, kadar Zn plasma meningkat tajam, namun akan
menurun setelah 3-4 jam. Kadar tersebut akan meningkat lagi
ketika mendapatkan asupan (Wallock et al. 1993). Dalam
penelitian ini, pengambilan sampel darah tidak
mempertimbangkan waktu (jam) makan responden karena
tempat tinggal responden berjauhan. Hal ini diduga
berpengaruh pada kadar Zn plasma. Namun demikian, dugaan
ini tidak mutlak benar, mengingat keberadaan Zn dalam plasma
hanya sesaat dan kurang menggambarkan status Zn tubuh
seseorang. Goode et al. (1989) melaporkan bahwa kandungan
Zn banyak terakumulasi pada jaringan otot, tulang, hati, dan
organ lain.
Dalam penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
suplementasi Zn dalam minuman berisoflavon mampu
menginduksi sel-sel imunokompeten, seperti sel limfosit dan
sel timus. Dengan terstimulirnya sel-sel imun spesifik tersebut,
diduga minuman suplemen Zn juga mampu menginduksi sel-
sel imun non spesifik.
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